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第 1 章 序論 
 
 体細胞核移植技術は、分化した体細胞に全能性を獲得させることのできる唯一
























































胚（1 つの胚を 2 つに分けて得られる胚）と intact 胚（完全なままの胚）を用
いて検討した。第 2 章では、核移植由来 twin 胚を作出し、胚盤胞での遺伝子発
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第 2 章 twin 胚を用いた検討：Oct4、Sox2 の発現様式による選別 
 




















を作出することとした。twin 胚は 1 つの核移植胚から作出するため、同じ初期
化状態を持つ核移植胚を 2 つ得ることができると考えられる。 
 選別の指標とする遺伝子には Oct4[42,43]、Sox2[44]を選択した。これらは共
に、細胞の未分化能（多能性）を制御している遺伝子であり、iPS 細胞の樹立に
も必須である[45]。Oct4 は初期胚において着床後胎子へと発生する ICM（inner 
cell mass：内部細胞塊）と胎盤へと発生する TE（trophectderm：栄養外胚葉）
の分化を制御しており[46]、Oct4 欠損胚では胚盤胞以降発生できず、ICM の多
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第 2 節 材料および方法 
 
本研究で用いた操作培地（M2 [52]）と培養培地（KSOM [53]）、Ca、Mg 不
含リン酸緩衝液（PBS－）、ダルベッコ修正イーグル培地（DMEM [54,55]）の





刺激ホルモン（hCG）を 48 時間間隔で 5IU 投与することにより過剰排卵を誘
起させた。hCG 投与後 20 時間目に頸椎脱臼法により屠殺し、卵管を採取した。
屠殺から卵管の回収までは、農学部内の第二共同研究棟で行った。回収した卵
管を M2 培地に入れて研究室に持ち帰った後、M2 培地中で卵管膨大部を裂くこ
とにより得た卵丘細胞卵子複合体（COCs）を、300µg/ml ヒアルロニダーゼを
含む M2 培地中に移し裸化した。卵丘細胞を完全に除去した卵子は、あらかじ
め培養器内で 1 時間以上平衡（37℃、5% CO2、95%空気）させておいた KSOM
培地に移し培養した。4~5 時間後に雌雄前核の確認をし、前核が形成されてい






 BDF1 系雌マウス（C57BL/6 雌マウスと DBA 雄マウスの交配により得られ
たマウス）に上記と同様の方法で過剰排卵を誘起させ、hCG 後 15 時間目で得
られた COCs を裸化することによって第二減数分裂中期卵（MⅡ期卵）を得た。
得られた MⅡ期卵は KSOM 中で除核まで培養した。裸化時に得られた卵丘細胞





（PVP）添加 M2 培地（以下 PVP 溶液）のドロップ（微小滴）1 つ、5µg/ml サ
イトカラシン B（CB）添加 M2 培地のドロップ 3 つを 1.5µl で作成しミネラル
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オイルで覆った（図 3A）。KSOM 中で培養していた M2 期卵をチャンバー上の




した。除核操作で MⅡ期卵を培養器外に出している時間は約 15 分とした。除核
した MⅡ期卵は KSOM 培地で良く洗浄し CB を除去後、KSOM 培地で少なく
とも 1 時間培養した。 
 
・核移植 
 ドナー細胞を保存しているチューブを遠心（1500g、15 秒）後、M2 培地を除
去して 12% PVP 溶液を約 10µl 添加してドナー細胞懸濁液とした。チャンバー
に、PVP 溶液ドロップ、ドナー細胞懸濁液ドロップ、M2 培地ドロップを 1.5µl
で作成した（図 4A）。ドナー細胞注入操作用ピペットをマニピュレーターにセ
ットし、KSOM 培地で培養していた除核 MⅡ期卵をチャンバー上の M2 ドロッ
プに移した。ドナー細胞は、注入ピペットで数回ピペッティングすることによ
って細胞膜を破壊した後に回収し、除核 MⅡ期卵に 1 つずつ注入した（図 4B～
E）。注入操作は全て室温で行った。注入後の卵子は室温の M2 培地中で 10～15
分程度静置し細胞膜を修復させた後、KSOM 培地で培養した。培養器外に卵子
を出している時間は細胞膜の修復も含めて 20～25 分とした。全ての除核 MⅡ期
卵に注入後、核移卵を 100nM トリコスタチン A（TSA）を含む KSOM 中で 2
時間培養した。その後、100nM TSA、10mM 塩化ストロンチウム 6 水和物
（SrCl2・6H2O）、5µg/ml サイトカラシン B（CB）を含む Ca2+不含 KSOM で
6 時間培養することにより活性化処理を行った。活性化処理終了後、偽前核が形



















   A）ガラスチャンバー（a：ピペット洗浄用 PVP 溶液ドロップ、b：ピペ
ット洗浄用 CB 添加 M2 培地ドロップ、c：除核操作用 M2 培地ドロップ） 



















   A）ガラスチャンバー（a：ピペット洗浄用 PVP 溶液ドロップ、b：ドナ
ー細胞懸濁 PVP 溶液ドロップ、c：ピペット洗浄用 M2 培地ドロップ、d：
注入操作用 M2 培地ドロップ） 


















           A）保定ピペットで保定した 2 細胞期胚 
           B）矢印から矢印までの約 180°を穿孔 











養ディッシュに 10µl の KSOM ドロップを作り、その上から滅菌した針を用い
てディッシュの底に双子胚よりわずかに大きいサイズの穴（well）を作った（図
6Ba、C）。1 つの培地ドロップに対して well を 10 個作り（図 6Ba）、ドロップ
をミネラルオイルで覆った。核移植双子胚はその well に入れて培養した。さら
に、体内授精卵 5 個を同一ドロップで一緒に培養した（図 6Bb）。すなわち、10µl
の KSOM ドロップ中で、双子胚 5 ペア、体内受精卵 5 個培養することとなる（図
6B）。これらの胚は、核移植胚の活性化開始後 64 時間目で 2%（v/v）必須アミ
ノ酸、1%（v/v）非必須アミノ酸を添加した KSOM（KSOMaa）培地に 3.5mg/ml 




 得られた胚盤胞は、hCG 後 135 時間目に蛍光二重染色法によって内部細胞塊
（ICM）と栄養外胚葉（TE）を染め分け、それぞれの細胞数を計測した。染色
は既報[57,58]に従い以下のように行った。まず、KSOM 培地で培養していた胚
盤胞を M2 培地で洗浄し、pH 2.5 の酸性タイロード溶液に 30 秒程度浸すこと
によって透明帯を除去した。次いで、10% 抗マウス抗体を含む M2 培地中に 30
分間静置した後、10% ウシ胎子血清（FBS）を含む M2 培地中で 5 分間静置す
ることでブロッキング処理を行った。最後に、10% モルモット補体、10µg/ml プ
ロピジウムイオダイド、10µg/ml ヘキスト（hoechst33342）を含む M2 培地中
で 30 分間静置し、TE の細胞膜を破壊および細胞の染色処理を行った。70% エ
タノールで固定後、グリセロールを用いてスライドガラス上にマウントし、カ
バーガラスを上から置いた。蛍光顕微鏡下で UV 照射しながら胚盤胞を写真撮




hCG 投与後 135 時間目に核移植により得られた双子胚盤胞の一方を、PBS－
で洗浄後 Lysis buffer 10µl ずつ分注したチューブに 1 つずつ入れた。逆転写の
手順は Li らの報告[50]に従って行った。詳細を以下に示した。逆転写は
Cells-to-cDNATM Ⅱ Kit（Life Technologies）を用いて行った。Lysis buffer
に溶解した胚を Heat block により 75℃で 15 分間加熱後、氷上に取った。遠心 




     A）2 細胞期胚を分離して得られた双子胚 
     B）双子胚培養中の様子（a：デッシュの底に作製したウェル（小穴）
b：体内受精卵） 
     C）ウェルのサイズ 
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後、DNase を 1µl 加え、遠心した。Heat block を用いて 37℃で 15 分、75℃で 
10 分間加熱し、氷上に戻し、遠心をかけた。1 サンプルにつき dNTPmixture 4µl、
random decamer 2µl、luciferase RNA 1µl をサンプル分混合し、7µl ずつ 0.5ml
チューブに分注した。DNase 処理した lysate を 9µl ずつ上記のチューブに加え、
混合し遠心をかけた。Heat block を用いて 70℃で 5 分間加熱し、直ちに氷上で
冷やした後、遠心をかけた。次いで、1 サンプルにつき、RT buffer 2µl、M-MLV 
RTase 1µl、RNase Inhibitor 1µl をサンプル分混合し、4µl ずつ添加した。遠心




リアルタイム PCR は ABI Prism7000（Applied Biosystems）を用いて、既
報[50]に従い以下の手順で行った。Oct4、Sox2 の塩基配列とアクセション番号
は表 1 に示した。Gene Expression Master Mix（Applied Biosystems） 10µl、
Primer（forward） 0.05µl、Primer（reverse） 0.05µl、Probe 0.05µl、dH2O 
7.85µl をサンプル分混合し、18µl ずつ Optical tube に分注した。各プライマー、
プローブの最終濃度は 0.1µM に合わせた。その後、cDNA 2µl を入れ、合計 20µl
とした。Optical tube に Optical caps をはめこみ、マイクロプレート用遠心機
で遠心し気泡を潰した。PCR 条件は、50℃2 分、95℃10 分、続いて 95℃15 秒、
60℃1 分を 50 サイクルに設定した。PCR 終了後、データの解析は ABI Prism 
Sequence Detection System（Applied Biosystems）による比較 Ct 法で行った。









腔内に体重 1g 当たり 0.01ml を基準として投与した。麻酔が完全に効いたこと
を確認後、背中側を切開して卵巣、卵管を露出させた。あらかじめ M2 培地で
洗浄しておいた胚盤胞を、パスツールピペットを用いて卵管に移植した[59]。1
つの卵管に対し双子胚盤胞を 1 つ移植し、他方の卵管には体内受精由来胚盤胞 

































































































































































































































































































































- 22 - 
 
第 3 節 結果および考察 
 
 核移植由来の twin 胚の胚盤胞までの発生率を表 2 に示した。1 つの核移植胚
から得られた 2つの twin胚が、両方とも胚盤胞へ発生した割合は 25%であった。 
 図 8 には、intact 体内受精卵、核移植胚、twin 体内受精卵、核移植胚の Oct4、
Sox2 の発現レベルを示した。twin 核移植胚の Oct4 の発現レベルは、intact 体
内受精卵と比較して大きくばらついており、有意に抑制されていた。また Sox2
に関しては、有意差はなかったものの Oct4 同様、twin 核移植胚で大きくばら
ついていた。そして、intact 体内受精卵における発現のばらつきは、平均を基




で本実験では、twin 核移植胚での発現レベルが intact 体内受精卵のばらつきの
範囲内であれば「正常胚」、範囲外のものを「異常胚」とした。 
続いて、得られた twin 胚盤胞の内、片方を遺伝子発現解析し、他方を胚移植
した。その結果、twin 核移植胚の 21.9%は Oct4、Sox2 共に正常な発現レベル
を示していた（表 3）。しかし、解析した胚盤胞とペアとなる胚盤胞を胚移植し















つの原因として挙げられる。さらに、intact 体内受精卵、核移植胚、twin 体内 









































図 8．Oct4（A）と Sox2（B）体内受精卵、核移植胚の intact、双子胚盤胞での
相対的な遺伝子発現レベル 


























































開腹日 実験区 移植胚数 レシピエント数 生存胎子数(％)
intact 60 3 3(5)
twin 41 21 0(0)
intact 53 2 6(11.3) a
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受精卵、核移植胚の胚盤胞の細胞数を比較したところ、twin 核移植胚の総細胞
数は他 3 グループと比較して有意に少なかった（表 5）。特に、将来胎子を形成















































供試卵数 ICM TE 合計
体内受精卵 31 31.1±19.1 a 61.7±27.2 a 97.3±24.2 a
核移植胚 32 14.8±3.8 b 31.8±8.8 b 46.6±11.3 b
体内受精卵 38 8.1±3.6 c 43.1±11.3 c 51.2±12.4 b




































体内受精卵 32 31(97) a
核移植胚 58 36(62) b
体内受精卵 63 38(60) bc
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第 3 章 intact 胚を用いた検討：形態的特徴による選別 
 
第 1 節 目的 
 
 前章の実験において、核移植胚由来 twin 胚は極めて発生能が低く、胚移植前
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の活性化（Zygotic gene activation: ZGA）が起こる。ZGA とは、受精後の発生
に必要不可欠な膨大な数の遺伝子が新たに合成される時期のことであり、胚の
発生には必要不可欠な現象である[76]。マウス胚における ZGA は、1 細胞期の
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第 2 節 材料とおよび方法 
 
体内受精卵の回収 
 第 2 章と同様の方法で行った。 
 
単為発生卵の作出 
 PMSG、hCG 投与により ICR 系雌マウスに過剰排卵を誘起させた。hCG 投
与後 15 時間目で回収した COCs を裸化することにより MⅡ期卵を得た。KSOM
培地中で 2 時間培養した後、10 mM SrCl2・6H2O、2 倍体処理のために 5 µg/ml 
CB もしくは、5 µM Latrunculin A (LatA)[79]を添加した Ca2+不含 KSOM 培地
で 6 時間単為発生的活性化を付与した。活性化終了後、偽前核の形成が確認で
きた卵子のみを KSOM 培地で培養した。 
 
体細胞核移植 
 レシピエント卵、ドナー細胞の回収から、除核、核移植までは第 2 章と同様
の方法で行った。ドナー細胞を注入した MⅡ期卵は、100 nM TSA を含む KSOM
中で 1 時間培養した後、100 nM TSA、10 mM SrCl2・6H2O、5µg/ml CB また
は 5µM LatA を含む Ca2+不含 KSOM で 7 時間培養することにより活性化処理
を行った。活性化処理終了後、偽前核が形成された核移植卵を KSOM 培地に移
し 2 細胞期まで培養した。 
 
割球サイズの測定と体外培養 




影後は、個々の胚発生の追跡を可能にするため、1 µl の KSOM 培地ドロップで
胚を 1 つずつ培養した。核移植卵については、活性化後 64 時間目で 3.5 mg/ml 
グルコース添加 KSOMaa 培地に移し換えた[34]。 
 
胚盤胞細胞数の計測 
 第 2 章と同様の方法で行った。 
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胚移植 
 得られた胚盤胞は 1 つの卵管への移植数が 10～15 個となるように、第 2 章と
同様の方法で胚移植した。開腹検査は偽妊娠 18.5 日目で行った。 
 
実験デザイン 
実験 1： 2 細胞期の割球サイズによる選別 






実験 2： 第一卵割における不等分裂改善の試み 
 本実験では、核移植の方法によって第一卵割時の不等分裂を改善することが
できるかを検討した。アクチン重合阻害剤の種類の影響を検討するため活性化
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第 3 節 結果および考察 
 
 実験 1 では先ず、核移植胚と体内受精卵の 2 細胞期における割球サイズの比
較をした。2 つの割球の内、小さい方を基準にしてサイズ比を求めたところ、体
内受精卵では平均 1.029 であるのに対し、核移植胚では平均 1.071 であり核移
植胚は 2 細胞期のサイズ比が有意に大きいことが明らかとなった（表 7）。また
核移植胚、体内受精卵において胚盤胞へと発生した胚と途中で発生が停止して
しまった胚の 2 細胞期における平均サイズ比を比較すると、体内受精卵ではそ
れぞれ 1.028、1.033 で有意差はなかったが、核移植胚ではそれぞれ 1.058、1.083
と有意に大きかった（表 7）。このことから 2 細胞期の時点で核移植胚の選別を
する際の指標として、胚盤胞へ発生しなかった胚のサイズ比、すなわち 1.083
であることが適切であると考えた。2 細胞期胚の割球サイズ比が 1.083 以上の胚、
未満の胚で選別し、発生能の比較をした。桑実胚期への発生率は 1.083 以上の











































































































































































































































































































































<1.083 386 301 (78) a 196 (50.8) a



































<1.083 70 14.1 ± 4.2 31.2 ± 11.4 45.3 ± 13.1





































生存 死亡 胎盤数 胎子 胎盤
x＜1.083 163 78 (47.9) 2 (1.2) 0 5 1.023±0.055 0.206±0.065





































うかを検討した。CB と同様に、アクチン重合阻害剤であり卵子の 2 倍体処理に
用いられるのが LatA であるが、アクチンへの働き方は異なる。CB は F アクチ
ンと結合して、G アクチンの F アクチンへの結合を阻害することによって重合
を阻害する[80]のに対して、LatA は G アクチンと結合して、重合を阻害してい
る[81]。LatA を核移植胚の 2 倍体処理に用いると核移植胚の発生能が向上する
ことが報告されているため、LatAの 2細胞期の割球サイズへの影響を検討した。
しかし、割球サイズ比は CB を用いた場合で 1.076、LatA を用いた場合で 1.073
であり差はなく、アクチンの重合阻害の方法は第一卵割の機構には影響しない









































CB 115 1.076 ± 0.057 57 (49.6)

































CB 78 1.057 ± 0.05 a 74 (94.9)
LatA 83 1.048 ± 0.048 a 78 (94.0)
56 1.069 ± 0.059 a 30 (53.6)












































































奥 103 1.074 ± 0.065 51 (49.5)
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第 4 章 intact 胚を用いた検討：Oct4、Nanog の発現様式による選別 
 
第 1 節 目的 
 














 未分化マーカーである Oct4 は、胚盤胞で活発に発現しており、ICM、TE 分
化、ICM の多能性維持に関与している[48]。このことから体細胞に多能性を獲
得させるには重要な因子である[45]。Oct4 を欠損させた胚では、胚盤胞までは
発生するものの ICM の多能性が低いことが報告されている[47]。 
Nanog は Oct4 同様、体細胞の初期化には重要な遺伝子であり、初期胚にお
いては胚盤胞期の ICM で高い発現レベルを示す[95]。その後 ICM の一部はエピ
ブラストと呼ばれる胎子を構成する細胞群へと分化するが、Nanog はこのエピ
ブラストの形成に必要不可欠な遺伝子であり[94,96]、Nanog 欠損胚は胎子まで
発生することはできない[94]。これらのことから、Nanog は胚盤胞期の ICM で
の発現が重要であり、着床前後の胚発生を制御している主要な遺伝子の 1 つで
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のと考えられる。そこで本実験では、着床前後の発生に特に重要である Oct4、
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第 2 節 材料および方法 
 
体内受精卵の回収 
 BDF1 雌マウスに第 2 章と同様の方法で過剰排卵を誘起させた後、C57BL/6
（Nanog‐GFP+/+）雄マウス[99]、または C57BL/6（Oct4‐GFP+/+）雄マウ
ス[100]と交配させ、hCG 後 20 時間目で体内受精卵を回収した。得られた体内
受精卵は KSOM 培地で hCG 後 116 時間目まで培養し、一部は hCG 後 140 時
間目まで培養した。なお、これら 2 種の Tg 胚は体内受精由来の凍結保存 2 細胞
期胚を、理研バイオリソースセンターより購入した（系統 No.はそれぞれ、
RBRC02290、RBRC00771）。融解後、偽妊娠 ICR 雌に胚移植することによっ




 レシピエント卵は BDF1 マウスの MⅡ期卵を用いた。MⅡ期卵の回収は第 2
章と同様の方法で行った。ドナー細胞には、C57BL/6（Nanog‐GFP+/+）雄マ
ウス、または C57BL/6（Oct4‐GFP+/+）雄マウスと BDF1 雌マウスを交配さ
せて誕生した雌マウス（Nanog‐GFP+/－または Oct4‐GFP+/－）から採取し
た卵丘細胞を用いた。卵丘細胞の回収のための過剰排卵、採卵、裸化の操作は









5 分）後上清を除去した。そこに赤血球溶解液（155 mM NH4Cl、 10 mM KHCO3、 
2 mM EDTA）を添加してピペッティング後、室温で 5 分静置した。遠心後上清
を除去し、M2 培地を添加、遠心して細胞を洗浄した。上清を除去した後、細胞
凍結保護液（DMEM、FBS、ジメチルスルフォキシド（DMSO）を 4：5：1 の
割合で混合）を細胞濃度が 3×105 cells/ml になるように添加し、500µl ずつ分
注して－80℃で保存した。ドナーとして使用する際は、37℃のウォーターバス
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で半分ほど融解させた後、37℃に温めた M2 培地を 1ml 添加して完全に融解さ




 除核操作は、第 2 章と同様に行った。 
 
・核移植 
 Tg マウス由来の卵丘細胞、脾臓細胞をドナーとして用いた核移植は、第 2 章
と同様に直接注入法で行った。活性化処理においても第 2 章と同様の方法で行
った。偽前核の形成が確認できた核移植胚は、KSOM 培地で培養し、活性化後
64 時間目で 3.5 mg/ml グルコース添加 KSOM－AA 培地に移し換え、胚盤胞期
（day5：hCG 後 116 時間目）まで培養した。 
 
核移植胚盤胞の選別 
 hCG 後 116 時間目に、胚盤胞を 1µl の M2 培地に 1 つずつ移した。GFP フィ
ルターをセットした倒立顕微鏡下で BV ライトを照射し、カメラのシャッター
スピードは 1/2 秒に固定して 1 つずつ撮影した。倍率は 400 倍（接眼 10 倍、対
物 40 倍）に固定した。得られた画像を確認して、Oct4‐GFP 核移植胚は、高




の 3 グループに分けた（図 12）。 
 
胚移植 
1 つの卵管に対して 10～15 個の胚盤胞を、第 2 章と同様の方法で胚移植した。
開腹検査は偽妊娠 12.5 日目または 19.5 日目で行った。 
 
実験デザイン 
実験 1：Nanog または Oct4 の発現様式によるマウス体細胞核移植胚の選別 
 本実験では、胚盤胞での Nanog、Oct4 の発現様式を指標として、高発生能を
有する核移植胚を胚移植前に選別することはできるかどうかを検討した。 
 












図 11．Oct4‐GFP 核移植胚の胚盤胞での蛍光様式 
























図 12．Nanog‐GFP 核移植胚の胚盤胞での蛍光様式 
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実験 2：day6 胚盤胞における発現様式の観察 
実験 1 では選別と胚移植を day5 で行ったが、その時の発現様式が今後どのよ
うに変化していくのかを検討するため、実験 2 では day5 で発現様式を観察した
後さらに 24 時間培養して day6 での発現様式を観察した。day5 での発現様式を
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第 3 節 結果および考察 
 
 実験 1 では先ず、本実験で用いた TG マウス由来の卵丘細胞をドナーとした
核移植胚が、胚盤胞、そして胎子まで発生するかどうかを最初に検討した。Oct4













Oct4 の発現は ICM だけではなく TE でも発現しており、胚盤胞の細胞が 120
～140 個になる段階でも TE での Oct4 の発現が見られることが明らかとなった
[103]。このことから、本実験では胚盤胞全体での Oct4 の発現レベルによって 3
つのグループに分類した。すなわち、強発現胚（++）、中発現胚（+）、低発現胚
（±）に分類した（図 11）。胚盤胞における各発現様式の割合は、++が 37.5%、
+が 38.7%、±が 23.8%であった（表 18）。これらのグループをレシピエントマ
ウスに胚移植したところ、妊娠 19.5 日目における満期胎子は全てのグループで








現は ICM のみに局在するようになる[95]。しかし、核移植胚の胚盤胞では ICM
のみならず本来発現が見られない TE にまで Nanog が発現している胚が存在し 






















































427 331 297 288 (97.0) 258 (86.9) 211 (71.0) 148 (49.8)
桑実胚 胚盤胞







































































































































































































































































++ 51 26 (51.0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0
+ 47 28 (59.6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1



































++ 67 50 (74.6) a 1 (1.5) 1 (1.5) 2 (3.0) 2
+ 64 41 (64.1) 0 0 0 0
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ていた（図 12）。このことから、Nanog の発現様式のグループ分けは、ICM の
みで発現している胚（I）、ICM、TE 両方で発現している胚（IT）、低発現胚（L）
の 3 グループに分類した（図 12）。胚盤胞期での各グループの割合は、I が 32.4%、
IT が 39.5%、L が 28.2%であった（表 21）。続いて、これら 3 グループを胚移
植し胎子への発生能を検討した。その結果、着床率は Oct4 同様、低発現胚（L）
で他 2 グループと比較し有意に低かった（表 22）。そして、興味深いことに満期
胎子は IT グループでのみ得ることができた（1.7%）（表 22）。I、L グループか
らは死亡胎子も得ることはできなかった。IT グループの発生能が最も高かった






実験 1 と同様に Day5 胚盤胞の Oct4、Nanog の発現様式を観察した後、胚移植
をせずにそのままさらに 24 時間培養した。培養は、1 つ 1 つの胚盤胞の追跡が
できるように、1 つに培養ドロップで 1 つの胚盤胞を培養した。まず Oct4‐GFP
核移植胚での結果を表 23 に示した。Day5‐++グループの胚盤胞は、Day6 で発
現が±にまで低下する割合は 11.8%であったが、Day5‐+、±グループではそ
の割合はそれぞれ 54.8%、85.2%と有意に高かった。この結果は体内受精卵でも




続いて、Nanog‐GFP 核移植胚での結果を表 25 に示した。核移植 Day5‐I
グループでは 24 時間培養後、約 60%の胚は ICM のみ、もしくは ICM、TE 両
方での発現が確認された。しかし、約 40%の胚盤胞は 24 時間後に Nanog の発
現が消失してしまうことが明らかとなった。一方で、Day5‐IT グループでは、
約 90%の胚盤胞でNanogの発現が少なくとも ICMで 24時間後も維持されてお
り、Day5‐I グループと比較して有意に多かった。Day5‐L グループに関して
は、24 時間培養しても Nanog が新たに発現してくることはなく、ほとんどが低
発現のままであり、胚盤胞が退行（変性）してしまう割合も高かった。この結
果から、核移植胚では Day5 の段階で ICM、TE 両方で Nanog が発現していれ
ば、その発現が ICM で長期間維持されるため、着床後の発生能が良かったのだ 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































++ 34 10 (29.4)
+ 31 8 (25.8)
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と考えられる。体内受精卵では、Day5 で ICM のみに Nanog が発現していた場
合、day6 においても 90%以上の胚盤胞が ICM に発現が局在したままであり、
核移植胚と比較して有意に多かった（表 25）。本来異所発現とされる TE での発
現が見られる体内受精卵では、Day6 では 26.7%の胚盤胞でその発現が低下して
おり核移植胚と比較すると有意に多かった。すなわち、体内受精卵では異所発
現とされる TE での Nanog の発現は、核移植胚では逆に胚発生能を支持する働
きがあることが明らかとなった。 
 また、Day5 胚盤胞の発現様式とハッチング胚盤胞率の相関を見ると、IT グ




実験 1、2 では、Oct4 と Nanog の胚盤胞での発現様式によって核移植胚を選
別し、胎子への発生能を比較した。その結果どちらの実験においても 3 グルー




‐GFP 核移植胚を胚盤胞の時期で Oct4 の発現様式によって分類し、ES 細胞の
樹立効率を比較した結果、Oct4 強発現核移植胚のみで ES 細胞が樹立できたと
報告している[104]。この結果は本実験での結果と一致し、核移植胚盤胞の ICM
の発生には Oct4 が強発現していることが必要であると考えられる。 
 一方、Nanog の発現様式を指標とした選別では、本来異所発現とされる TE
での発現が見られる核移植胚でのみ満期胎子を得ることができた。Nanog は胚
盤胞の ICM で発現し、着床後の胎子形成を支持しているが[95]、本実験で得ら
れた結果は、核移植胚が胎子まで発生するには少なくとも Nanog が TE にも発
現していることが重要であることを示している。継時的な Nanog 発現様式の観
察の結果から、Nanog が ICM、TE 両方で発現している Day5 核移植胚では、
その発現が 24 時間後も ICM で維持されていることが明らかとなった。Nanog
は着床後のエピブラスト形成に必須の遺伝子であり[94]、ICM での着床前後で
の Nanog の発現の維持は必須である。胚盤胞の ICM のみをフィーダー細胞上
で培養すると ES 細胞を樹立することができるが[105]、Nanog‐GFP ES 細胞
において、Nanog 高発現 ES 細胞では、低発現 ES 細胞よりもコロニー形成率
が高いことや[106]、Nanog 欠損 ES 細胞では増殖効率が極めて悪いことが明ら 
















I 61 13 (21.3) a
IT 78 26 (33.3) b
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かとなっている[94]。これらのことから、Day6 胚盤胞で Nanog の発現が低下













とした場合よりも低かった（表 14、15、27）。胚盤胞での Nanog の各発現様式
の割合は、I グループが 32.8%、IT グループが 38.1%、L グループが 29.1%と
なり、卵丘細胞の場合と同じような結果となった（表 15、27）。続いて、選別
した胚盤胞の移植試験を行い妊娠中期（12.5 日目）で着床、胎子への発生能へ
の影響を検討した。着床率は I、IT グループと比較して L グループで有意に低
い結果となった（それぞれ 69.4%、65.3%、54.5%、表 28）。そして、生存胎子
は I グループのみで得ることができた（表 28）。生存、死亡を合わせた合計の胎





































































































































































I 62 43 (69.4) a 2 (3.2) 3 (4.8) 5 (8.1) 3
IT 72 47 (65.3) a 0 (0) 3 (4.2) 3 (4.2) 2
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第 5 章 新たな選別法がマウスクローン作出効率に及ぼす影響 
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第 2 節 材料および方法 
 
体内受精卵の回収 
 体内受精卵は ICR 系雌マウスから、第 2 章と同様の方法で回収した。 
 
体細胞核移植 
 体細胞核移植は第 2 章、第 4 章と同様の方法で行った。ドナー細胞には Nanog




 KSOM ドロップ 15 µl 中で核移植胚 10 個と体内受精卵 5 個を共培養した。1
つの培地ドロップで体内受精卵、核移植胚を培養したため、見分けが付くよう
に体内受精卵は WID 法で培養した（図 14）。 
 
2 細胞期胚の選別 
 hCG 後 45 時間目で、核移植胚を 1 つずつ写真撮影し、第 3 章と同様の方法




 胚盤胞期まで発生した核移植胚は、hCG 後 116 時間目に第 4 章と同様の方法
で GFP の蛍光を観察し、胚盤胞を 3 グループ選別した。 
 
胚移植 
 第 2 章の方法に従って、Nanog が ICM、TE で発現している胚盤胞のみ、1
つの卵管に対して 10～15 個を ICR 系雌マウスへ胚移植した。開腹検査は偽妊
娠 12.5 日目、18.5 日目で行った。 
 
対照区の設定 



































    A）ドロップ全体の写真（ドロップ量：15 µL） 
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は、体内受精卵と共培養し、2 細胞期胚の割球サイズ比が 1.25 以上の核移植胚
を除外した選別区で、通常の方法で培養した核移植胚（対照区）と比較して有
意に高かった（それぞれ 59%、49%）（表 29）。これは、胚盤胞期へ発生するこ













によって約 2.5 倍向上した（表 30）。さらに、満期胎子への発生率はそれぞれ
3.3%、1.5%であり、2 倍以上向上させることができた（表 31）。得られた 12.5










































































































































































































































































































































複合区 61 34 (55.7) 5 (8.2) 3 (4.9) 6
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核移植胚で検討した。 
























と胚移植を同一胚で行うため、本実験では指標遺伝子に GFP を融合させた Tg
マウス由来のドナー細胞を用いて核移植を行い、その蛍光様式によって核移植
胚を胚盤胞の段階で選別した。指標とした遺伝子は Oct4、Nanog であり、これ
らは ICM、TE 分化、さらに着床後の ICM の発生に重要なため[47,48,94,96]、
核移植胚の胎子への発生を大きく左右すると考えられる。胚盤胞期において、
Oct4 および Nanog の発現様式によってそれぞれ 3 つのグループに選別し胚移
植を行った結果、Oct4 が強発現しているグループ、そして Nanog が胚盤胞の
ICM、TE 両方で発現しているグループでのみ胎子を得ることができた。このこ
とから、これらの遺伝子の胚盤胞における発現様式によって、胎子まで発生す
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る核移植胚を選別することが可能であることが明らかとなった。Nanog は体内
受精卵では胚盤胞の ICM のみで発現するが[95]、本来異所発現とされる TE で
Nanog が発現する核移植胚でのみ胎子まで発生した。day5 で Nanog が ICM の
みに発現している胚盤胞は、24 時間後にその発現が低下している割合が多かっ
たが、ICM、TE 両方で発現している胚盤胞は、ほぼ全てが 24 時間後も Nanog
の発現が維持されていることが明らかとなった。TE でも発現することによって






























































































II )  intact 胚を用いた検討：胚の形態的特徴による選別 
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III )  intact 胚を用いた検討：Oct4、Nanog 遺伝子の発現様式による選別 
 
本実験では、Oct4、Nanog の胚盤胞での発現様式を指標とした、 intact 胚で
の遺伝子発現による選別法を検討した。遺伝子発現の観察と胚移植を同一胚で
行うため、これらの遺伝子に GFP を融合させた遺伝子改変マウス由来のドナー
細胞を用いて核移植を行った。Oct4 又は Nanog‐GFP マウス卵丘細胞を核移
植した胚を、胚盤胞期での発現様式によって 3 グループに分け、それぞれを胚
移植した。その結果、Oct4、Nanog が低発現のグループでは着床率は有意に低
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サイズ比が 1.25 以上の胚を除外した後、胚盤胞で ICM、TE 両方に Nanog が発
現している胚のみを胚移植した。その結果、胚盤胞への発生率は有意に向上し
た。さらに、妊娠中期での生存胎子率は 8.2%であり、選別をしなかった対照区






























Somatic cell nuclear transfer (SCNT) embryos have high developmental 
potential during early developmental stages, but almost all SCNT embryos 
die after embryo transfer. SCNT embryos have many abnormalities 
compared to in vivo-fertilized embryos. Reversing these abnormalities 
improves the developmental potential of SCNT embryos. Abnormalities in 
the early developmental stage are related to poor potential to develop to a 
fetus, and selecting good quality SCNT embryos before embryo transfer can 
improve developmental potential. Establishing methods of to select 
high-quality SCNT embryos will improve cloning efficiency. In this thesis, I 




I ) Examination of monozygotic twin embryos: 
   SCNT embryo selection based on Oct4 and Sox2 gene expression 
patterns. 
 
   In Experiment I, I evaluated a selection method using monozygotic twin 
embryos. The reprogramming differs among SCNT embryos. To obtain 
embryos in the same reprogramming state, we produced monozygotic twin 
embryos by splitting 2-cell SCNT embryos. One of the twin blastocysts was 
used for gene expression analysis and the other was transferred to a 
recipient mouse. In this experiment, I sorted the SCNT embryos based on 
Oct4 and Sox2 genes that are important for embryo development and 
pluripotency. The gene expression revels in SCNT twin blastocysts differed 
markedly from those in vivo-fertilized embryos, but 22% of SCNT twin 
blastocysts had expression levels of Oct4 and Sox2 similar to those of in 
vivo-fertilized embryos. SCNT twin embryos had very low potential to 
develop into fetuses, and no fetuses developed. Selecting SCNT embryos by 
splitting 2-cell embryos, therefore, was not effective. 
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II ) Examination of intact SCNT embryos: 
    SCNT embryo selection based on morphological features  
at the 2-cell stage. 
 
The monozygotic twin method is not suitable for embryo selection. In 
Experiment II, I examined selecting methods using intact embryos. First, we 
attempted to select SCNT blastocysts based on their morphology. The 
morphology of SCNT balastocysts did not differ from that of in vivo-fertilized 
embryos, however, making it difficult to select high-quality SCNT embryos at 
the blastocyst stage. I then observed early SCNT embryos in detail, and 
discovered many SCNT embryos in which the blastomere size differed among 
2-cell embryos. Therefore, the blastomere size ratio of 2-cell embryos was 
used as indicator of developmental potential. The size ratio of SCNT embryos 
was significantly higher than that of in vivo-fertilized embryos. Moreover, in 
the SCNT embryos, the size ratio of embryos that did not develop into 
blastocysts was significantly higher than that of embryos that developed into 
blastocysts. Next, I selected the SCNT embryos by the blastomere size ratio 
at the 2-cell stage. The SCNT embryos with a size ratio smaller than that of 
the index value had a significantly higher blastocyst development rate 
compared with those with a value higher than the index value. These two 
SCNT embryo groups, however, had the same potential to develop into 
fetuses. Finally, I examined the correlation between the size ratio of 2-cell 
embryos and the developmental potential of SCNT embryos. When the size 
ratio was greater than 1.25, no SCNT embryos developed into blastocysts. 
Thus, the size ratio of 2-cell blastomeres is an indicator of potential 
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III ) Examination of intact SCNT embryos: 
     SCNT embryo selection based on the gene expression pattern 
at the blastocyst stage. 
 
   In Experiment III, I selected intact SCNT embryos based on their gene 
expression patterns. Oct4 and Nanog genes were used as indicator genes. 
These genes work cooperatively and are essential for inner cell mass (ICM) 
development. To perform embryo transfer and observe gene expression 
patterns, I used donor somatic cells derived from transgenic mice in which 
the Oct4 or Nanog gene was fused with a GFP gene. At the blastocyst stage, 
SCNT embryos were sorted into three groups based on the expression 
pattern of these genes, and each blastocyst group was transferred to 
recipient mice. Live fetuses were obtained from blastocysts with either 
strong Oct4 expression group or strong Nanog expression in the ICM and TE. 
Oct4 or Nanog expression was maintained after blastocyst formation in those 
groups, and thus these blastocyst groups had high developmental potential. 
In contrast, Oct4 or Nanog expression was decreased in other group. 
   These findings demonstrated that the developmental potential of SCNT 
embryos differs based on gene expression pattern, and this method can 
contribute to determining good quality SCNT embryos. 
 
 
IV ) Effect of the new selecting method on mouse cloning efficiency. 
 
   In Experiments I－III, I examined various methods of selecting SCNT 
embryos before embryo transfer. In Experiment IV, I examined whether a 
combination of these selecting methods can be used to improve 
mouse-cloning efficiency. Briefly, SCNT embryos were cultured with in 
vivo-fertilized embryos. At the 2-cell stage, SCNT embryos with a blastomere 
size ratio greater than 1.25 were removed from the culture media. At the 
blastocyst stage, only blastocysts expressing Nanog in the ICM and TE were 
transferred to recipient mice. The developmental potential to midgestation 
was improved by 8.2% compared with the non-selected group (3.3%). The 
full-term developmental potential was also improved (3.3% vs 1.5%, 
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respectively). I therefore established a new method of selecting mouse SCNT 
embryos at the preimplantation stage.  
 
 
In the present study, I examined several methods of culturing and 
selecting mouse SCNT embryos before embryo transfer. Culturing SCNT 
embryos with in vivo-fertilized embryos in the same culture media drop, and 
selecting them based on morphology at the 2-cell stage and the gene 
expression pattern of the blastocyst increased their developmental potential 
to fetuses. Further, cloning efficiency was improved by more than 200% by 
selecting SCNT embryos. Based on these results, I established methods of 
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          KSOM             M2          PBS(-)
NaCl 95 mM 94.66 mM 1370 mM
KCl 2.5 mM 4.78 mM 27 mM
Na2HPO4  ・7H2O - - 81 mM
KH2PO4 0.35 mM 1.19 mM 14.7 mM
MgSO4  ・7H2O 0.2 mM 1.19 mM －
Sodium Lactate 10 mM 23.28 mM －
D (+) glucose 0.2 mM 5.56 mM －
Penicillin-G
    potasium salt
60 mg/L 60 mg/L －
Streptmycin
    sulfate salt
50 mg/L 50 mg/L －
NaHCO3 25 mM 4.15 mM －
Sodium Pyruvate 0.2 mM 0.33 mM －
CaCl2  ・2H2O 1.71 mM 1.71 mM －
Na2EDTA・2H2O 0.01 mM － －
Glutamine 1 mM － －
HEPES * － 20.85 mM －
Phenol red － 10 mg/L －
BSA ** 0.4 g/L 0.4 g/L －
pH 7.4±0.1 7.4±0.1 7.4±0.1
* 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
















NaH2PO4  ・2H2O 125
L-Arginine HCl salt 84
L-Cystine 2HCl salt 62.6
L-Glutamine 584
Glycine 30
L-Histidine ・H2O HCl salt 42
L-Isoleucine 104.8
L-Leucine 104.8


















Sodium Pyruvate 110  








Stock (濃縮倍率) 成分          濃度
NaCl 950 mM
KCl 25 mM
KH2 PO4 2.5 mM
MgSO4 ・7H2O 2 mM
Sodium Lactate 100 mM
D (+) glucose 2 mM
Penicillin-G
    potasium salt
0.6 g/L
Streptmycin
    sulfate salt
0.5 g/L
       B (x10) NaHCO3 250 mM
       C (x100) Sodium Pyruvate 20 mM
       D (x100) * CaCl2 ・2H2O 17.1 mM
       F (x10,000) ** Na2EDTA ・2H2O 100 mM
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